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En las últimas dos décadas, el dramático aumento en la incidencia y severidad 
de las infecciones por Clostridium difficile (ICD) en diversos países a nivel 
mundial han hecho de éstas un reto para la salud pública mundial [1-5], 
afectando a grupos de población mayormente vulnerable tale como pacientes 
con hospitalizaciones prolongadas, críticamente enfermos, edad avanzada entre 
otros.  
Recientemente, se publicaron las guías para el manejo de la ICD [6-7] y en ellas 
se describe claramente no solo los tratamientos óptimos de la ICD sino las 
mejores estrategias diagnósticas. La ICD se presenta con un espectro variable 
de la enfermedad que varía entre la colonización asintomática hasta el 
megacolon toxico y en estos casos severos se puede requerir de una 
intervención quirúrgica para su tratamiento [8-9]. 
Los cambios genéticos y moleculares de C. difficile han hecho que este sea un 
agente patógeno más eficaz y con mayor virulencia. El presente trabajo indaga 
sobre estas características. 
 










En 1893 Finey describió un caso de diarrea hemorrágica en una mujer joven 
luego de 10 días de haber sido sometida a cirugía gástrica. El reporte de la 
autopsia describió los cambios como “colitis diftérica” por la presencia de 
pseudomembranas similares a las observadas en la difteria. Esta descripción fue 
realizada más de 40 años antes de la introducción de antibióticos [10]. En 1935 
Hall y O’tootle describieron a Bacillus difficile como microbiota colónica habitual 
en neonatos. Durante los años cincuenta los casos de enterocolitis 
pseudomembranosa fueron atribuidos a Staphylococcus aureus, un organismo 
cuya incidencia había aumentado en pacientes hospitalizados que habían sido 
expuestos a antibióticos. En 1974 Tedesco [11] realizó un estudio prospectivo de 
200 pacientes tratados con clindamicina, en los que detectó diarrea en 21% y 
colitis pseudomembranosa en el 10% de los pacientes. Tres años después se 
describió  la toxina de Clostridium difficile en hámsteres como factor de virulencia 
[12]. Para la década de los años 80, el metronidazol y la vancomicina fueron 





Clostridium difficile es un bacilo Gram positivo, anaerobio y formador de esporas 
el cual puede formar parte de la microbiota intestinal normal en recién nacidos 
sanos. [13]. 
Este organismo se disemina vía fecal-oral y en pacientes hospitalizados puede 
ser adquirido por medio de la ingesta de esporas o bacterias en estado 
vegetativo a través las manos del personal de salud o del ambiente [14-15]. 
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Las esporas resisten el ácido gástrico y germinan a un estado vegetativo en el 
intestino [16]. Estos portadores actúan como reservorios para C. difficile 
facilitando la diseminación a otros pacientes. Las principales toxinas producidas 
por esta bacteria con la A y B [17].  
Los sitios de glicosilación de las proteínas Rho en ambas toxinas se traslocan al 
citosol de las células blanco, en donde producen una despolimerización de 
actina y de manera subsecuente, muerte celular. Las cepas de C. difficile no 
toxigénicas se consideran no patogénicas y no causan manifestaciones clínicas. 
A través de los años, la importancia y los respectivos roles de las toxinas A y B 
han sido debatidas. Por muchos años se consideró a la toxina A como el mayor 
factor de virulencia, sin embargo en años más recientes se ha vuelto cada vez 
más evidente que la toxina B también juega un papel importante. [18-19] 
Algunas cepas, además de producir toxinas A y B también producen una tercera 
toxina conocida como toxina binaria [20-21]. 
El rol de la toxina binaria en la patogénesis permanece sin esclarecerse, sin 
embargo se han encontrado en cepas de C. difficile asociadas a brotes 
nosocomiales de ICD con alta severidad clínica [22].  
La variedad de nombres dados a esta cepa refleja diferentes características lo 
cual se ha demostrado por diversos métodos de tipificación: electroforesis en gel 
por campos pulsados, análisis de endonucleasas de restricción y reacción en 
cadena de polimerasas (PCR)- ribotipificación [23]. La colonización asintomática 
puede presentarse hasta en un 50% de los pacientes hospitalizados [24-25]. En 
un estudio prospectivo a 15 meses realizado en seis hospitales canadienses en 
Quebec y Ontario [26], de 4,143 pacientes incluidos, 184 (4.4%) presentó 
colonización asintomática al momento de admisión a la unidad y 123 (3.0%) 
padecía colonización por C. difficile asociada a cuidados de salud. 
 
 
Factores de riesgo al desarrollo de ICD 
 
 
Los factores de riesgo para ICD se pueden dividir de manera general en tres 
categorías: factores del huésped (estado inmunológico, comorbilidades), 
exposición a esporas de C. difficile (hospitalizaciones, estancias en lugares 
comunitarios) y factores que alteren la microbiota colónica normal (antibióticos, 
otros medicamentos, cirugías) [27]. 
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Factores del huésped 
 
 
Los factores de riesgo incluyen; edad (>65 años), co-morbilidades o condiciones 
subyacentes, enfermedad inflamatoria intestinal, inmunodeficiencias y VIH, 
malnutrición y bajo niveles de albúmina sérica [3,28]. 
 
 
Exposición a espora de C. difficile 
 
 
Algunos factores de riesgo tales como las estancias hospitalarias prolongadas 
pueden aumentar el riesgo de ICD al aumentar la probabilidad de exposición a 
esporas de C. difficile en el suelo o fomites ambientales. Una estadía mayor a 2 
semanas ha mostrado ser un factor de riesgo para ICD [29]. 
 
 
Alteración de la microbiota normal 
 
 
Exposición a Antibióticos 
 
 
Es bien sabido que las terapias antimicrobianas juegan un papel central en la 
patogénesis de ICD, presuntamente por la alteración en la microbiota intestinal 
normal, siendo así que se crea un escenario perfecto para que C. difficile 
prolifere y produzca toxinas. El riesgo de ICD puede aumentar hasta 6 veces 
durante la terapia antimicrobiana y en los meses subsecuentes de haberla 
finalizado [30]. A pesar de que casi todos los antibióticos han sido asociados con 
ICD, la clindamicina, las cefalosporinas de tercera generación, la penicilina y las 
fluoroquinolonas se han considerado tradicionalmente como de mayor riesgo al 
desarrollo de ICD [31-32]. El uso de antibióticos y un tratamiento antimicrobiano 
de mayor de 10 días se ha sido asociado con un mayor riesgo desde hace varios 
años [33-34]. Los antibióticos menos asociados a ICD incluyen a los macrólidos, 
sulfonamidas y tetraciclinas. A pesar de haber antibióticos con mayor relación a 
ICD, todos los antibióticos han sido reportados como causa de ICD [35]. Aún con 
una exposición muy limitada tal como una dosis única de antibiótico como 
profilaxis quirúrgica, ésta puede incrementar el riesgo tanto de colonización 
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como de infección por C. difficile [36-37]. En ambos casos. En algunos casos de 
ICD éstos no se relacionan con antibióticos, sin embargo éstos son típicamente 








Un factor de riesgo para el desarrollo de ICD controversial es el uso de 
medicamentos supresores de ácido gástrico tales como bloqueadores 
histamínicos-2 e inhibidores de bomba de protones (IBPs). [39-40].  
 
Una revisión sistemática de incidencias y recurrencias de ICD en pacientes bajo 
tratamiento con IBPs que incluyó 42 estudios observacionales (30 controles de 
caso, 12 cohortes, 313,000 participantes) mostró una probable asociación entre 
el uso de IBPs y la incidencia y recurrencia de ICD. Este riesgo fue aún mayor 
en pacientes bajo tratamiento antibiótico concomitante [41]. 
Otros estudios sugieren que esta asociación puede estar siendo confundida con 
la severidad de base de la enfermedad y la estancia hospitalaria [42]. Dado que 
los medicamentos supresores de ácido, especialmente IBPs, pueden o no ser 
prescritos en escenarios quirúrgicos, por lo tanto debe de considerarse la 










Entre 1989 y 1992, se identificó una cepa de C. difficile altamente resistente a 
clindamicina (cepa J) en grandes brotes de diarrea en 4 hospitales en EUA. Se 
identificó que el uso de clindamicina es un factor de riesgo para adquirir la 
infección por esta cepa y estar colonizado con ésta aumenta el riesgo de 
desarrollar diarrea asociada a C. difficile.  
Del 2003 al 2006 se observó que las infecciones por C. difficile eran cada vez 
más frecuentes, severas, y refractarias al tratamiento estándar, así como más 
recaídas que lo que se había descrito. Estas observaciones se hicieron en Norte 
América y Europa y se han atribuido a una nueva cepa designada como 
NAP1/BI/027. Esta cepa parece ser más virulenta que otras probablemente por 
la producción de una toxina extra (toxina binaria), así como mayor cantidad en la 
producción de toxina A y B comparada con las cepas conocidas hasta entonces. 
Se observó que el uso de fluoroquinolonas correlaciona con la aparición de ésta 
cepa [43-44]. 
En Quebec, Canadá [45] a principios del 2000 se observó un aumento en la 
frecuencia y severidad de la ICD. En un estudio retrospectivo de 1771 casos en 
esta región, se demostró que en el 2003, la incidencia de ICD aumentó 4 veces 
desde 1991, con un incremento hasta 10 veces en pacientes > 65 años. Entre 
los pacientes hospitalizados, la incidencia aumentó de 3-12 por cada 1000 
personas (1991-2002) a 25-43 por cada 1000 (2003-2004), y se observaron en 
éstos últimos, casos más severos y refractarios al tratamiento; el 10% requirieron 
admisión a la Unidad de terapia intensiva, el 2.5% fue sometida a colectomía de 
urgencia y la mortalidad fue del 16% [32]. 
 
Al mismo tiempo el Center for Disease Control (CDC, por sus siglas en inglés) 
notó un aumento en la frecuencia y severidad de la ICD asociada a los cuidados 
de la salud desde el 2000 en EUA, con un rango de aumento de 31 a 61 casos 
por cada 100 000 hab entre 1996 y 2003; este rango fue mayor en pacientes > 
de 65 años (228 por cada 100, 000 hab) [47]. 
 
La colonización por C. difficile ocurre en el 20-50% de los adultos hospitalizados 
comparado con el 3% de los adultos sanos en general. Los individuos 
colonizados son un reservorio para contaminar el ambiente y ya que C. difficile 
es altamente transmisible a través de fómites y puede ser cultivado de casi 
cualquier superficie incluyendo manos, ropa y estetoscopio del personal de 
salud; su transmisión es fácil entre los pacientes hospitalizados [48-49]. 
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Es más probable que las exposiciones nuevas a C. difficile produzcan 
enfermedad, mientras que es más probable que los pacientes ya colonizados 
permanezcan asintomáticos durante su hospitalización. Lo anterior se demostró 
en un estudio prospectivo en 810 pacientes hospitalizados, en el que 192 ya 
estaban colonizados y 618 se expusieron por primera vez a este germen; los 
expuestos por primera vez desarrollaron con más frecuencia enfermedad que los 
ya colonizados (22 vs 1). Este fenómeno se ha observado aun cuando 
portadores y pacientes que desarrollan la enfermedad, se exponen a la misma 
cepa. Incluso los brotes son producidos con frecuencia por una sola cepa de C. 
difficile aun cuando existan otras cepas en ese medio hospitalario; como ocurrió 
en 2 brotes en el mismo hospital que fueron atribuidas a una sola cepa aunque 
se aislaron 31 cepas distintas de 98 pacientes en la institución [50]. 
 
  








En América Latina, C. difficile NAP1/027 se ha detectado en Costa Rica y más 
recientemente en Chile. En México, los estudios han demostrado las 
características clínicas de los pacientes con ICD, mostrando un riesgo 
importante a desarrollar ICD tras el uso de bloqueadores H2, una hospitalización 
previa de 12 semanas, tras estancia en la UCI o usado clindamicina, pero no se 
publicado el análisis genético de las cepas y su correlación clínica. 
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Realizar la caracterización epidemiológica molecular de aislamientos clínicos de 
Clostridium difficile obtenidos en el Hospital Universitario Dr. José Eleuterio 








1. Identificar pacientes en riesgo de infección por Clostridium difficile 
 
2. Aislar y genotipificar C. difficile en los pacientes de estudio 
 
3. Determinar la relación clonal de los aislamientos de C. difficile mediante 
electroforesis en gel de campos pulsados 
 
4. Correlacionar la expresión clínica de la enfermedad causada por C. 
difficile con las características genéticas del microorganismo 








Existe correlación entre las características epidemiológico-moleculares de los 
aislamientos clínicos de Clostridium difficile y las características clínicas de los 
pacientes. 
 




 MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 












Pacientes hospitalizados en el hospital universitario Dr. José Eleuterio González 
durante el periodo de estudio: Se incluyeron sólo pacientes adultos de las áreas 
de urgencia/terapia intensiva, cirugía, medicina interna. 
 
 




Durante el periodo de estudio se evaluó diariamente a todos los pacientes en 
búsqueda de los criterios de inclusión. Una vez identificados de les invitó a 
participar en el estudio. Si decidían participar se firmó el consentimiento 
informado y se tomaron las muestras. La intervención terapéutica quedó a cargo 
del equipo médico tratante sin intervención por el presente estudio.  
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Criterios de inclusión 
 
 
 Pacientes adultos (16 años o mayores) 
 Hospitalizado por > 48hrs o que tuviera < 48hrs pero que hubiera 
sido hospitalizados durante las 12 semanas previas 
 
 Que hubiera desarrollado diarrea durante su hospitalización 
 Que no hubiera otra explicación clara del origen de dicha diarrea 
 Que su médico tratante hubiera solicitado una determinación de 
toxinas A/B de C. difficile 
 




Criterios de exclusión 
 
 Muestras tomadas de forma inadecuada 
 
 Que el paciente se rehusara a firmar el consentimiento informado 
 
 
Criterios de eliminación 
 
 
 Casos en los cuales la información concerniente a las 
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Lugar de referencia y método de reclutamiento 
 
 
Hospital de tercer nivel de atención con 450 camas censables y 60 camas no 
censables (urgencias y terapias intensivas). Se incluyeron sólo pacientes adultos 
de las áreas de urgencia/terapia intensiva, cirugía, medicina interna. 
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Método de evaluación de pacientes 
 
 
Durante el periodo de estudio se evaluó diariamente a todos los pacientes en 
búsqueda de los criterios de inclusión. Una vez identificados de les invitó a 
participar en el estudio. Tras informarles las características y la firma del 
consentimiento informado se tomaron las muestras de heces la cual se 
procesaron para determinar la presencia de toxinas de C. difficile por el método 
de Immunocard Toxins AB (Meridian RT) además de guardar la otra muestra 
para posteriormente someterse a cultivo y PCR. Los resultados del 
inmunoensayo se hicieron llegar al médico tratante en un periodo <48hrs 
posterior a la toma de la muestra.  
 
 
Detección de infección 
 
 
 A las muestras de heces colectadas se les realizaron exámenes para toxinas 
utilizando la prueba de ImmunoCard Toxins A&B (Meridian Bioscience, 
Cincinnati, OH, USA). A su vez, las muestras una vez obtenidas de los pacientes 
fueron con shock de etanol durante 3 horas previas a la inoculación en agar 
Cicloserina Cefoxitina Fructosa (CCFA). La incubación se logró en una 
atmósfera anaerobia utilizando el sistema GasPak EZ pouch anaeróbico (Becton 
Dickinson, Sparks, MA, USA) a 37°C durante 48 horas, las colonias anaeróbicas 
fueron identificadas por medio del uso de; catalasa, tinción de Gram y el Crystal 




Análisis de aislamientos clínicos 
 
 
En todos los aislamientos se realizaron múltiples PCRs para genotipificar tcdA, 
tcdB, cdtA, cdtB, tcdC. A su vez, detectamos el gen regulador negativo tcdC. 
Para obtener ADN de los aislamientos clínicos, cinco colonias fueron transferidas 
en 200μL de 100 mM Tris-HCl, 150 μg de lisozima fue añadida y la mezcla fue 
incubada a 37°C durante una noche. Por último, se extrajo el ADN genómico 
mediante el protocolo estándar de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico. 




Se resuspendieron colonias de cultivo joven en 200μl de Tris-HCL 100mM y 
añadieron 150μl de lisozima con ayuda de un aplicador estéril. Se incubaron a 
37°C durante toda la noche. Añadimos 200μl de TE 1X con SDS al 1% y 6μl de 
proteinasa K (10mg/ml). Incubamos a 55°C por 3 horas en baño de agua. 
Agregamos 250μl de fenol saturado y mezclamos por inversión. Agregamos 
250μl de SEVAG (cloroformo-alcohol isoamílico) y mezclamos por inversión. 
Añadimos 100μl de TE 1X. Agitamos vigorosamente durante 5 minutos. 
Centrifugamos a 14,000RPM durante 8 minutos, transferimos fase acuosa a un 
vial nuevo. Volvimos a extraer con 250μl de fenol saturado y mezclamos por 
inversión. Agregamos 250μl de SEVAG (cloroformo-alcohol isoamílico) y 
mezclamos por inversión. Añadimos 100μl de TE 1X. Agitamos vigorosamente 
durante 5 minutos y centrifugamos a 14,000RPM durante 8 minutos. Añadimos 
2.33 volúmenes de etanol absoluto, hasta observar la formación de la hebra de 
ADN, dejamos precipitar a -20°C por 1 hora. Centrifugamos a 14,000RPM 
durante 5 minutos. Lavamos 2 veces con etanol al 70%. Decantamos el etanol 
restante y dejamos secar durante toda la noche. Se suspendieron en 100μl de 
TE 1X. Se incubaron en baño de agua a 65°C durante 15 minutos. 
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Cultivo de C. difficile 
 
 
Para el cultivo de C. difficile, se descongeló un vial de muestra (mantenida a – 
70°C) a temperatura ambiente. A un vial de 2mL se agregaron 1mL de etanol 
absoluto y con ayuda de un aplicador estéril, mezclamos la muestra y 
agregamos aproximadamente 1mL de heces al vial con etanol y se mezcló. 
Dejamos reposar la mezcla a temperatura ambiente durante 3 horas, se 
centrifugó a 3000 RPM durante 5 minutos. Posteriormente decantamos el etanol 
(de preferencia en algodón dentro de una bolsa plástica desechable) y se 
sembró el sedimento de heces en medio CCFA. Incubamos muestra en 
condiciones de anaerobiosis a 35 ± 2°C durante 5-7 días. 
C. difficile aparece como colonias planas a ligeramente elevadas, amarillas 
transparente, con bordes ligeramente filamentosos. En el medio CCFA las 
colonias son rodeadas de una zona amarilla. El crecimiento pudo ser examinado 
con luz UV para fluorescencia amarilla por hasta 1 hora después de interrumpida 
la atmosfera anaerobia. Después de la exposición al aire ambiental, las colonias 
podrían tornarse no viables, lo cual se acompañaría de cambio de color a rosado 
y pérdida de la fluorescencia. Posteriormente se realizó la tinción de Gram para 
la identificación de la morfología de C. difficile, buscamos bacilos Gram positivos. 
Es importante la búsqueda de esporas ovales sub-terminales. Para la 
identificación se realizó una prueba de tolerancia a oxigeno ambiental. Para este 
fin se realizó resiembra de los aislamientos en anaerobiosis, al igual que en 
ambiente aerobio para diferenciar de organismos no estrictos. C. difficile es 
además catalasa negativo, por lo cual una sencilla prueba nos ayudó a confirmar 
este hecho. Se tomó una colonia del aislamiento a analizar y se sumergió por 
completo dentro de un vial con agua oxigenada; la presencia de una reacción de 
efervescencia significaba que el aislamiento estudiado era catalasa positiva, de 
lo contrario se clasificó como catalasa negativo. Para la identificación definitiva 
se utilizó el kit comercial BBL Crystal TM Identification Systems, Anaerobe ID Kit 
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Análisis de tcdA, tcdB, cdtA y cdtB 
 
 
 Los genes tcdA, tcdB, cdtA y cdtB fueron amplificados utilizando un método 
PCR multiplex [51]. El volumen total fue de 25 μL, el cual se constituyó por 2.5 
μL de 10× PCR buffer, 100 ng de ADN, 3mM MgCl2, 200 μM de cada dNTP y1 U 
de polimerasa Taq (Bioline, London, UK), y los primers tcdA-F3345, tcdA-R3969, 
tcdB-F5670, tcdB-R6079A, tcdB-R6079B, cdtA-F739A, y cdtA-F739B fueron 
utilizados (Tabla 1). La condiciones de termociclado fueron las siguientes: 3 min 
a 94°C; seguido de 35 ciclos de 50 s a 94°C, 40 s a 56°C, y 50 s a 72°C; y una 
extensión final de 3 min a 72°C.  
 
 
Tabla 1. Primers utilizados para tipificación de C. difficile. 
NOMBRE SECUENCIAS (5’3”) CONCENTRACIÓN(μM) 
tcdA-F3345 GCATGATAAGGCAACTTCAGTGGTA 0.6 
tcdA-R3969 AGTTCCTCCTGCTCCATCAAATG 0.6 
tcdB-F5670 CCAAARTGGAGTGTTACAAACAGGTG 0.4 
tcdB-R6079A GCATTTCTCCATTCTCAGCAAAGTA 0.2 
tcdB-R6079B GCATTTCTCCGTTTTCAGCAAAGTA 0.2 
cdtA-F739A GGGAAGCACTATATTAAAGCAGAAGC 0.05 
cdtA-F739B GGGAAACATTATATTAAAGCAGAAGC 0.05 
cdtA-R958 CTGGGTTAGGATTATTTACTGGACCA 0.1 
cdtB-F617 TTGACCCAAAGTTGATGTCTGATTG 0.1 
cdtB-R878 CGGA TCTCTTGCTTCAGTCTTTATAG 0.3 
C1 TTAATTAATTTTCTCT ACAGCTATCC 0.3 
C2 TCTAATAAAAGGGAGATTGTATTATG 0.3 
tcdC-F252 CATGGTTCAAAATGAAAGACGAC 0.3 
tcdC-R415 GGTCATAAGTAATACCAGTATCATATCCTTTC 0.3 
NK9 CCACCAGCTGCAGCCATA 0.17 
NKV011 TTTTGATCCTATAGAATCTAACTTAGTAAC 0.17 
16S GTGCGGCTGGATCACCTCCT 0.2 




  25 
Se utilizó una PCR múltiple previamente descrita por Persson y colaboradores 
con algunas modificaciones [51]. El volumen total fue de 25μl consistiendo de 
2.5μl de 10X PCR buffer (Bioline, Londres, Reino Unido), 100ng de ADN, 3mM 
de MgCl2 (Bioline, Londres, Reino Unido), 200μM de cada dNTP, 2U de Taq 
polimerasa (Bioline, Londres, Reino Unido) y los primers: tcdA-F3345, tcdA-
R3969, tcdB-F5670, tcdB-R6079A, tcdB-R6079B, cdtA- F739A, cdtA-F739B, 
cdtA-R958, cdtB-F617, cdtB-R878 con productos y condiciones de termociclado 




Tabla 2. Productos para análisis de tcdA, tcdB, cdtA y cdtB 
tcdA 629 pb 
tcdB 410 pb 
cdtA 221 pb 




Tabla 3. Condiciones de termociclado para análisis de tcdA, tcdB, cdtA y cdtB 
Inicio 94°C 3 min 
35 Ciclos 
94°C 50 seg 
56°C 40 seg 
72°C 50 seg 
Extensión Final 72°C 3 min 
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Análisis de tcdC 
 
Con el fin de amplificar el gen tcdC se realizó PCR de acuerdo al método 
utilizado por Spigaglia et al. [52]. El volumen total fue de 25 μL, el cual consistió 
de 2.5 μL de 10× PCR buffer, 100 ng de ADN, 3mM MgCl2, 200 μM de cada 
dNTP, y 1 U de polimerasa Taq. Los primers utilizados fueron C1 y C2 (Tabla 1). 
La condiciones de termociclado fueron las siguientes: 5 min a 94°C; seguido de 
30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 50°C, y 1 min a 72°C; concluyendo con una 









Tabla 5. Condiciones de termociclado para análisis de tcdC 
Inicio 94°C 5 min 
30 Ciclos 
94°C 1 min 
50°C 1 min 
72°C 1 min 
Extensión Final 72°C 1 min 
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Análisis de la deleción intra-marco de tcdC  
 
 
  Para realizar el análisis de la deleción intra-marco de tcdC, se realizó PCR 
como descrito por Persson et al. [51]. El volumen total fue de 25 μL, el cual 
consistió de 2.5 μL de10× PCR buffer, 100 ng de ADN, 3mM MgCl2, 200 μM de 
cada dNTP, y 1 U de polimerasa Taq. Los primers usados fueron tcdC-F252 y 
tcdC-R415 (Tabla 1). La condiciones de termociclado fueron las siguientes: 3 
min a 94°C; seguido de 35 ciclos de 50 s a 94°C, 40 s a 56°C, y 50 s a 72°C; 
concluyendo con una extensión final de 3 min a 72°C. (Tablas 6 y 7). 
 
 
Tabla 6. Productos para análisis de deleción tcdC 
Deleción interna de 54 pb 108pb 
Deleción interna de 39 pb 126pb 
Deleción interna de 18 pb 144pb 




Tabla 7. Condiciones de termociclado para análisis de deleción tcdC 
Inicio 94°C 3 min 
37 Ciclos 
94°C 50 seg 
56°C 40 seg 
72°C 15 seg 
Extensión Final 72°C 3 min 
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Análisis de deleción de tcdA 3’-Terminal 
 
 
Para la realización del análisis de deleción de tcdA 3’-terminal, la mezcla reactiva 
consistió en 25 μL, el cual contenía 2.5 μL de 10× PCR buffer, 100 ng de ADN, 
3mM MgCl2, 200 μM de cada dNTP, 1 U polimerasa Taq y los primers NK9 y 
MNKV011 [53].  
 
Se realizó una PCR de acuerdo al método descrito por Kato y colaboradores [53] 
con algunas modificaciones. El volumen total fue de 25μl consistiendo de 2.5μl 
de 10X PCR buffer (Bioline, Londres, Reino Unido), 100ng de ADN, 3mM de 
MgCl2 (Bioline, Londres, Reino Unido), 200μM de cada dNTP, 2U de Taq 
polimerasa (Bioline, Londres, Reino Unido) y los primers: NK9 y NKV011 (Tabla 
1). El análisis se realizó con productos y condiciones de termociclado específicos 
mismas que fueron las siguientes: 6 min a 94°C; seguido de 37 ciclos de 20 s a 
94°C, 30 s a 55°C, y 2 min a 60°C; concluyendo con una extensión final de 3 min 
at 60°C. (Tablas 8 y 9). 
 
Tabla 8. Productos para análisis de deleción de tcdA 3’-Terminal 
tcdA 2535 pb 
tcdA con deleción 714………… 
 
Tabla 9. Condiciones de termociclado para análisis de deleción tcdA 3’-Terminal 
Inicio 94°C 6 min 
37 Ciclos 
94°C 20 seg 
55°C 30 seg 
60°C 120 seg 





La prueba Xpert para C. difficile/Epi (Cepheid, CA) fue realizada como se 
encuentra descrita por el fabricante. Cada una de las muestras con cultivos 
positivos fue colocado en un medio reactivo el cual fue agitado por 10 s, por 
medio de una pipeta de Pasteur, la solución fue pipeteada en el cartucho tras lo 
cual éste fue colocado en el instrumento Xpert. La prueba fue realizada 
utilizando el programa prueba GeneXpert para C. difficile. 
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Ribotipificación 
 
Las reacciones de amplificación fueron realizadas de acuerdo al método descrito 
por Bidet et al. [54]. La mezcla reactiva consistió de 25 μL, conformado por 2.5 
μL de 10× PCR buffer, 100 ng de ADN, 3mM MgCl2, 200 μM de cada dNTP, 1 U 
de polimerasa Taq y los primers 16S y 23S (Tabla 1). La condiciones de 
termociclado fueron las siguientes: 6 min a 94°C; seguido de 35 ciclos de 1 min 
a 94°C, 1 min a 57°C, y 1 min a 72°C; concluyendo con una extensión final de 7 
min a 72°C. Los productos de amplificación fueron sometidos a electroforesis a 
través de 2.5% de gel de agarosa teñido con bromuro de etidio durante 6 h a 85 
V y luego analizados en una mesa ultravioleta con el software LabWorks Image 
Acquisition and Analysis Software Version 4.5.00.0 para Windows (UVP, Inc., 
Upland, CA, USA). C. difficile ATCC 9689 y ATCC 9689 fueron usados como 
control. 
 
Electroforesis en gel por campos pulsados 
 
 
PFGE fue realizada de acuerdo al método de Alonso et al. con modificaciones 
mínimas [55]. Se realizaron tres cultivos bacterianos en agar CCFA previo inicio, 
posteriormente se inoculó en un medio tioglicolato líquido (FTM) y se incubó por 
24 h a 37 °C. Posteriormente, 2 mL de la mezcla FTM fue centrifugada para 
obtener sedimento bacteriano. El sedimento fue lavado una ve con 1mL de 
buffer de suspensión celular posteriormente se suspendió de nuevo in 410 μL de 
buffer de suspensión celular. A cada suspensión bacteriana se le agregó 150 μL 
de agarosa al 1.5% y se mezclaron completamente. La mezcla se transfirió a la 
placa con pocillos (35 μL para cada pocillo) y se dejó solidificar a 4°C por 10–15 
min. Los pocillos solidificados fueron incubados en 1 mg mL-1 de solución de 
lisozima (100 μL de 25 mg mL-1 caldo lisozima más 2.5 mL de buffer lisozima) 
por 2 h a 37°C. Se retiró la lisozima, y los pocillos fueron enjuagados con 
solución salina. Los pocillos se incubaron con 20 U mL-1 solución proteinasa K 
(100 μL de >600 U mL-1 caldo proteinasa K en 2.5 mL de buffer de reacción de 
proteinasa K) a 50°C durante una noche (17 h). Posteriormente, los pocillos 
fueron lavados 4 veces con 1× buffer de lavado por 30 min con agitación a 
temperatura ambiente. Como siguiente paso los pocillos fueron incubados por 1 
h con 1 mL de 1× buffer enzima de restricción a temperatura ambiente y 
después durante la noche en 300 μL de 1× buffer enzima de restricción el cual 
contenía 30–50 U de la enzima de restricción SmaI a 30°C. Tras digestión, el 
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30 min en 1× buffer de lavado. Los pocillos fueron cargados en gel de agarosa al 
1% con 0.5× buffer Tris-borato-EDTA con tiourea (200 μM). Se realizó 
electroforesis a 6 V por 22 h con tiempos pulsados iniciando a 1 s y terminando a 
35 s usando el CHEF-DR III Pulsed-Field Electrophoresis System (Bio-Rad, 
Hercules, CA, USA). 
 
1º día .................................................................................................................  
1. Se sembraron aislamientos en agar CCFA en placa en anaerobiosis 
por 24 horas. Si era un aislamiento recién descongelado, se repitió 
este paso dos veces más 
 
2º día .................................................................................................................  
1. A partir de cultivo anterior inoculamos una asada (una sola colonia) en 
5ml de medio líquido tioglicolato 
2. Se incubó hasta fase exponencial (24 horas) a 37°C 
 
3º día .................................................................................................................  
1. Acomodamos los portaobjetos de las muestras a trabajar y se 
expusieron a luz ultravioleta durante 15 minutos 
2. Pasamos 2ml de cultivo líquido a un vial Eppendorf nuevo y se 
centrifugó por 5 minutos a 14000RPM 
3. Eliminamos todo el sobrenadante sin remover la pastilla 
4. Se añadió la pastilla 1ml de PIV frío, agitamos en vórtex hasta disolver 
y centrifugamos por 5 min a 14000RPM 
5. Se eliminó el PIV de cada tubo 
6. Se añadió 410μl de PIV a cada muestra y agitamos en vórtex para 
disolver la pastilla 
7. Fundimos agarosa al 1.5% en microondas y mantuvimos entre 40-
42°C. (150μl de agarosa por cada muestra) 
8. Colocamos 150μl de agarosa fundida a cada tubo, uno por uno, 
agitamos en vórtex, hacer una muestra a la vez para evitar que se 
solidificara la agarosa 
9. Preparación de un disco: Se colocaron 35μl de la muestra con agarosa 
sobre una superficie de vidrio forrada con papel parafilm (preparamos 
entre 5-7 discos por muestra) 
10. Se dejaron enfriar los discos a -20°C por 5 minutos y fueron pasados a 
un tubo de 15ml 
11. Se prepararon lisozima, lisostafina y RNAsa a concentraciones de 
10mg/ml
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Tabla 10. Preparación lisozima, lisostafina y RNAsa 
Reactivo Volumen  Cantidad  Para 24rxn Para 31 rxn 
Lisozima 10μl 0.1mg /muestra 0.0024g 0.0031g 
RNAsa* 5μl 10μl / muestra 240μl 310μl 
Lisostafina* 10μl 0.05mg/muestra 0.0012 0.00155 
Volumen Total 
 23.760mL 30.690mL 
*Se encuentra a una concentración de 5mg/mL 
 
 
12. Añadimos enzimas al buffer EC que cambió a EC-lisis y dejamos a 
temperatura ambiente (preparamos 1ml de EC por muestra) 
13. Se añadió 1ml de EC-lisis al tubo y se llevó a fondo los discos, no 
agitamos mucho para evitar que se rompieran 
14. Se incubó 2 horas a 37°C 
15. Preparamos solución ESP, 1ml por muestra: añadimos 1mg de 
proteinasa K a 1ml de ES. Se preparó en el momento 
16. Decantamos el sobrenadante de EC-lisis con una gasa estéril 
17. Añadimos 1ml de solución ESP e incubó toda la noche a 50°C (17h) 
 
4º día ............................................................................................................... 
1. Se filtró la solución con una gasa estéril, añadimos 13ml de TE 1X 
2. Agitamos por inversión y realizamos 4 lavados cada 30 minutos 
 
5º día ............................................................................................................... 
1. Se preparó buffer para restricción 
 
 
Tabla 11. Preparación de buffer de restricción 
Reactivo 1ª Reacción 24 rxn 31 rxn 
BSA 4μl 96μl 124μl 
Buffer 4μl 96μl 124μl 
Agua 32μl 768μl 992μl 
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2. Transferimos con pinzas los discos a un Eppendorf y añadimos 40μl 
de buffer de restricción (sin enzima), se incubó 1 hora para atemperar. 
Se transfirieron algunos discos a un tubo Eppendorf sumergiéndolos a 
1ml de buffer TE 
3. Preparamos enzima 
 
 
Tabla 12. Preparación de enzima 
Reactivo 1ª Reacción 24 rxn 31 rxn 
BSA 4μl 96μl 124μl 
Buffer 4μl 96μl 124μl 
Agua 31μl 744μl 961μl 




4. Se colocaron los discos en las paredes del Eppendorf para poder 
sacar los 40μl del buffer de restricción sin enzima 
5. Añadimos 40μl del buffer de restricción con enzima. Se incubó toda la 
noche a: SmaI a 30°C 
 
6º día .................................................................................................................  
1. Se expusieron a la luz ultravioleta durante 15 minutos los 
componentes de la placa para gel de agarosa 
2. Limpiamos el equipo con agua destilada estéril y una pequeña 
cantidad de cloro (15ml aproximadamente) y se dejó por 15 minutos, 
sacamos el agua y se repitió el procedimiento pero sin cloro 
3. Se sacaron los discos de la incubación, se colocaron en refrigeración 
4. Preparamos el equipo, verificamos que no tuviera corriente y 
apagamos la bomba 
5. Añadimos los 7L de TBE 0.5X con tiourea (200μM) a la cámara y 
dejamos que alcanzara los 14°C 
6. Se preparó el gel de agarosa al 1% con TBE 0.5X y tiourea (200μM), 
chico (20 muestras) 100ml, grande (30 muestras) 150ml, preparamos 
un excedente de 10ml 
7. Se vació la agarosa a la placa, colocamos el peine, y dejamos 10ml de 
agarosa a 50°C 
8. Agregamos los discos de agarosa, el marcador de PM al principio y al 
final y las cepas control con un asa desechable sobre un portaobjetos 
para introducirlo al gel de agarosa 
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9. Cubrimos los pocillos del gel con la agarosa que estaba a 50°C 
10. Colocamos el gel en el equipo y programamos las condiciones para C. 
difficile: T Inicial 1.0s, T Final 35s, volts 6. Tiempo de corrida 22h, 
velocidad de la bomba 70 a 180mA y temperatura de 14°C 
 
7º día ............................................................................................................... . 
1. Se sacó el gel y se tiñó con bromuro de etidio 1μg/ml (30μl) por 10 
minutos y enjuagando con agua, observando con luz UV y se tomaron 
fotos 
2. Eliminamos el TBE 0.5X de la cámara y lavamos 2 veces con agua 
destilada con y sin cloro 





La cepa de control utilizada en todas la pruebas fue, Clostridium difficile 
toxigénica ATCC BAA-1805. 




CÁLCULO DE MUESTRA 
 
 
Basados en una estimación de 5.04 casos por 1000 egresos (VIDAS AB, 
sensibilidad de 65-70%) y un nivel de confiabilidad de 95% con un intervalo de 
confianza de 10 calculamos un total de 58.5 casos anuales. 








Se realizó un análisis descriptivo. Utilizamos el test de suma Wilcoxon al 
comparar las medias y prueba exacta de Fisher o Chi-cuadrado para la 
comparación de variables dicótomas. Se utilizó S.P.S.S ver 18. 
 








Este estudio se realizó con la aprobación del Comité de Ética Local de la 
Escuela de Medicina de la Universidad Autónoma de Nuevo León (Aprobación 
MB11-007). Se obtuvo consentimiento informado por escrito aprobado por el 
Comité de Ética. 











Durante el periodo de 18 meses de vigilancia, se detectaron  106 pacientes con 
probable ICD y 36 fueron positivos por prueba de ImmunoCard. A su vez, se 
identficaron 22 pacientes con cultivos positivos para C. difficile, 14 de los cuales 
tuvieron una prueba positiva por ImmunoCard y 22 resultaron positivos por 






Figura 1. Distribución de estudios realizados en la población   
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De los 22 pacientes con cultivo positivo, 9 fueron mujeres (40.9%) y la edad 
mediana fue de 46.5 años de edad. Los factores de riesgo incluyeron; una 
hospitalización de 16.1 días previa a la detección de la toxina, un uso de 
antibióticos por 13.5 días en promedio y el uso de 3 antibióticos como mediana. 
Los antibióticos más utilizados previa detección de toxina fueron cefalosporinas 
de tercera generación (11/22), clindamicina (11/22) y fluoroquinolonas (7/22). 
Los pacientes reportaron una mediana de 9 defecaciones al día. Los niveles 
promedio de leucocitos periféricos,  albúmina y creatinina fue de 22,200 
células/mL, 2.0 g/dL y 1.69 mg/dL respetivamente. Se observaron diferencias en 
el uso previo de clindamicina y la mortalidad general entre pacientes con cultivos 
positivos y cultivos negativos. (Tabla 13) 
 
 
Tabla 13. Comparación de características clínicas entre pacientes con cultivos 
positivos y cultivos negativos 
Características Cultivo Positivo ICD (n=22) 
Cultivo Negativo 
(n=84) p 
Género masculino 14(63.6) 55 (74.1) 0.978 
Edad 46.5 (15-89) 45.6 (15-79) 0.035 
Mediana de movimientos intestinales 
un día previo a diagnóstico de CDI 9 (4-20) 4 (3-10) 0.189 
Promedio de IMC 23.0 (15.6-27.8) 25.9 (15.5-38.7) 0.997 
Albúmina g/dL 2.0 (1-32) 2.19 (0.9-3.7) 0.370 
Creatinina mg/dL 1.69 (0.3-10.56) 0.95 (0.2-5.9) 0.408 
Duración de estancia hospitalaria 30.8 (7-115) 30.7 (1-77) 0.942 
Días de uso antibiótico previo a 
síntomas (mediana) 13.5 (0-49) 13.0 (0-90) 0.174 
Cefalosporinas de tercera generación 11 (50.0) 28 (32.5) 0.203 
Clindamicina 11 (50.0) 19 (22.0) 0.019 
Fluoroquinolonas 7 (31.8) 28 (32.5) 0.947 
Estancia en UCI previa 1 (4.5) 13 (15.1) 0.336 
Cirugía intrabdominal previa 11 (50.0) 41 (48.8) 0.920 
Total de mortalidad en 30 días 6 (27.7) 3 (3.5) 0.002 
 




El tratamiento fue combinado (vancomicina enteral y metronidazol IV) en 9/22 
(40.9%) pacientes y 13/22 (59%) fueron tratados con monoterapia (10 
metronidazol, 2 vancomicina y 1 rifaximina). En general la tasa bruta de 
mortalidad en 30 días fue de 8.4% (9/106). Dos pacientes requirieron colectomía 
como tratamiento para CDI. 
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Aislamientos 
 
Se obtuvieron 22 aislamientos  de 22 pacientes (edad media de 51.7 años; rango 
de 20-89 años; 10 mujeres y 12 hombres). La mayoría de los aislamientos fueron 
recolectados en salas médicas, sin embargo algunas fueron obtenidas de salas 
de cuidados intensivos y shock trauma. (Tabla 14) Los perfiles genéticos de la 
toxina fueron evaluados con base en PCR notándose dos tipos de perfiles. La 
mayoría de los aislamientos, 90.9% (20/22), portaban genes codificados para 
enterotoxina, citotoxina y las toxinas binarias ( tcdC, tcdA, cdtA y cdtB) y estas 
cepas portaban el gen regulador tcdC con una deleción 18-bp. Las 20 muestras 
de dichos aislamientos fueron positivas para cepa toxigénica NAP1/027: C. 
difficile toxigénica positivo/ presuntivamente NAP1/027 positivo. 
 
Tabla 14. Presencia y composición del locus de toxina citoletal distensora (CDT) 
en las cepas de C. difficile estudiadas 









100 + + + 18 + + + IM 11/9/11 84 F 
102 + + + 18 + + - IM 11/14/11 64 F 
104 + + + 18 + + - UCI 11/15/11 40 M 
106 + + + 0 - - + UCI 12/22/11 59 M 
108 + + + 18 + + + CG 11/28/11 64 M 
111 + + + 18 + + + UR 12/2/11 52 M 
118 + + + 18 + + - CG 1/6/12 57 M 
121 + + + 18 + + + ST 1/31/12 46 M 
122 + + + 18 + + + IM 2/8/12 21 F 
127 + + + 18 + + - UCI 3/2/12 86 F 
128 + + + 18 + + - IM 3/6/12 89 F 
131 + + + 18 + + + IM 2/19/12 35 M 
135 + + + 18 + + + IM 4/18/12 35 M 
139 + + + 18 + + + CG 4/4/11 60 M 
140 + + + 18 + + + CP 4/24/11 75 M 
156 + + + 18 + + - IM 4/17/12 75 F 
161 + + + 18 + + + ST 4/1/12 20 F 
166 + + + 18 + + + IM 4/17/12 35 F 
169 + + + 18 + + + ST 5/2/12 50 M 
176 + + + 18 + + + IM 5/9/12 42 F 
183 + + + 18 + + - ST 5/24/12 15 M 
186 + + + 0 - - - IM 6/1/12 29 F 
 
IM: Medicina Interna; UCI: Unidad de Cuidados Intensivos; CP: Cirugía Plástica; CG: Cirugía General; ST: 
Shock Trauma; M: Masculino; F: Femenino 
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El 9.1% (2/22) de los aislamientos restantes fue positivo para tcdB, tcdA y tcdC 
sin regulador del gen tcdC y negativos para los marcadores de toxina binaria 
cdtB y cdtA (Tabla 14). 
 
Las dos muestras de las cuales estos aislamientos obtenidos fueron negativos 
para cepa NAP1/027 toxigénica; C. difficile toxigénica positivo/presuntivamente 
NAP1/027 negativo. 
  
PFGE fue realizada en 17 aislamientos observándose principalmente un patrón 
característico de la cepa NAP1/027. Únicamente dos aislamientos mostraron un 
patrón diferente (aislamientos 106 y 186). 
  
Los datos del análisis de ribotipificación mostraron resultados similares con un 
predominante ribotipo característico de la cepa 027 y únicamente dos 
aislamientos mostraron un patrón distinto (asilamientos 106 y 186).








C. difficile es un patógeno nosocomial importante asociado a enfermedad 
diarreica. En este escrito presentamos el primer reporte de C. difficile NAP1/027 
en México. 
 
Una de las pruebas diagnósticas de ICD es la prueba ImmunoCard. En nuestro 
estudio analizamos 106 pacientes con probable ICD y de éstos, 36 resultaron 
positivos por ImmunoCard. Interesantemente, de los 22 pacientes con cultivos 
positivos para C. difficile solamente 14 fueron positivos por prueba de 
ImmunoCard. De acuerdo al fabricante, la prueba ImmunoCard tiene una 
sensibilidad de 95.2% y una especificidad de 98.5% con un valor predictivo 
negativo de 99%. 
 
Sin embargo, con base en nuestros resultados, el cultivo no fue capaz de 
detectar 12 paciente infectado y la prueba de ImmunoCard falló en la detección 
de 8 pacientes. Aunque la evaluación de la prueba diagnóstica no fue parte de 
nuestro objetivo, pareciera ser necesaria la realización de ambas para lograr 
diagnósticos acertados. El PCR directo de las muestras de heces es un examen 
diagnóstico ampliamente utilizado en el diagnóstico de ICD ya que posee una 
alta sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo 
negativo. Es por esto que PCR se ha recomendado como el estudio diagnóstico 
preferido para ICD [56]. 
 
A pesar de que ningún examen es 100% sensible o específico en la detección de 
C. difficile, las pruebas de citotoxigenicidad y citotoxina celular son actualmente 
se consideran las pruebas gold standard. Un sesgo en nuestro estudio es que 
estas pruebas aún no se encuentran disponibles en nuestro laboratorio para la 




  43 
Trabajos previos han determinado que aproximadamente uno de cada diez 
pacientes que se infectan con C. difficile morirán [57] y que la mortalidad 
asociada al ribotipo NAP1/027 incrementa con la edad del paciente. Un estudio 
reciente ha demostrado que 44.1% de aquellos pacientes infectados eran 
mayores de 65 años y que 8.1% de ellos murieron dentro de los 30 días 
siguientes al diagnóstico [58]. En nuestro estudio, 3 de cada 22 pacientes 
(13.6%) fallecieron de ICD con una edad promedio de 67.6 años. Si tomamos en 
consideración que todos los pacientes infectados (n=44) (36 pacientes con 
toxinas positivas más 8 con cultivo positivo y con ImmunoCard negativo), 
tuvimos una tasa de mortalidad directamente atribuible a ICD de 6.8% (3/44). En 
este estudio no encontramos relación epidemiológica directa entre los casos de 
ICD NAP1/027. 
 
Las infecciones por C. difficile son también relacionadas con un aumento en el 
costo de los cuidados de salud debido a una estancia hospitalaria más 
prolongada [59]. Se ha demostrado que las infecciones nosocomiales de C. 
difficile representan una estancia hospitalaria más prolongada [60]. No obstante, 
C. difficile es el agente nosocomial infeccioso más común, con pacientes, 
trabajadores de salud y el medio ambiente hospitalario como reservorio, aunado 
a esto se encuentra como mayor factor de riesgo el tratamiento antibiótico dentro 
de periodo de 2-3 meses [61]. Los factores de riesgo en nuestros pacientes 
fueron; estancia hospitalaria de 16.1 días previa a la detección de la toxina, uso 
de antibiótico en un promedio de 16.2 días y una mediana de 3 antibióticos 
utilizados. 
 
La tipificación de los aislamientos de C. difficile se basó principalmente en uno o 
más de los tres esquemas de tipificación más comunes, incluyendo análisis de 
enzima de restricción (la clona epidémica es tipo BI), PFGE (clona epidémica 
tipo NAP1) y/o ribotipificación por PCR con valores D de 0.843 y 0.688 
respectivamente [62]. En este estudio se utilizaron ambas metodologías y ambas 
fueron capaces de mostrar la relación clonal de los aislamientos. Sin embargo, la 
ribotipificación por PCR es más sencilla de realizar en laboratorio que la PFGE 
ya que es menos laboriosa. 
 
Es más probable que una presentación más severa de la enfermedad sea 
causada por la cepa con ribotipo NAP1/027 que por cepas no-027 debido a que 
las cepas NAP1/027 producen una cantidad excesiva de toxinas A y B como 
resultado de la deleción tcdC [44]. En nuestro hospital, la mayoría de los 
aislamientos presentaron cepa ribotipo NAP1/027 y se encontraba diseminada 
en diversas áreas en el hospital, es por tanto que se debe de tener especial 
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cuidado de evitar la propagación de este ribotipo. En resumen, los hallazgos 
previamente mencionados representan la diseminación. 
 
La diseminación clonal de C. difficile es una gran preocupación en el ámbito de 
cuidado de la salud es por tanto que el aislamiento de C. difficile NAP1/027 
requiere una continua vigilancia genética para la identificación temprana de 
nuevos casos. Tras los hallazgos de este estudio se reforzaron las políticas 
hospitalarias en cuanto al uso de desinfectantes basados en cloro y el 
aislamiento temprano de pacientes.  
 
En conclusión, los resultados de este trabajo confirman la aparición de C. difficile 
en México. Se requieren datos de vigilancia para valorar la diseminación de ésta 
en el hospital y establecer factores de riesgo relacionados con la transmisión de 
la misma en nuestras facilidades. Este es el primer reporte de C. difficile ribotipo 
NAP1/027 en México. 
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